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論　文　内　容　要　旨
〔目　的〕
これまでに、インスリン結合の低下がそのレセプターの親和性の低下に起因すると考えられた
症例を経験した。この症例ではインスリンプロレセプターのcleavage site4番目のアミノ酸コー
ドが点突然変異を示し、これによる切断障害のために異常なインスリンプロレセプターが発現し
たと考えられた。このことは、これまでに患者由来のcDNAを用いてその点突然変異を示した
が、今回、患者染色体DNA上にも同様にこの異常が存在することを確認し、また、ホモ接合体
であることを明らかにする必要がある。さらに、この異常を持つインスリンレセプターCDNA
をトランスフェクションベクターに組み込み、細胞に発現させ、その発現レセプターがどのよう
な特性を持っかを検討することを目的とした。
〔方　法〕
患者及び正常者由来の、EBウイルスによりトランスフォームしたリンパ球より染色体DNA
を抽出し、これを鋳型にしてインスリンレセプター遺伝子のexon12をPCR法を用いて増幅し
た。この増幅断片を精製、熟変性の後、これを鋳型として直接シークエンス法により塩基配列を
明らかにした。またトランスフェクションに使用したプラズミドは、pGEM3ベクターに全コー
ド領域を含むインスリンレセプターCDNAを組み入れ、さらに、01igonucleotide－directed
mutagenesisによりmutant vectorを作成した。これらのプラズミドを用いてDEAE－dextran
法によりCOS7細胞へトランスフェクションを行った。Northern blottingは、tOtal RNAを
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用いてglyoxalの存在下で変性し、1％アガロースで泳動の後、電気的にblottingを行い、65
℃にてhybridizationを行った。Surface－1abelingは1actperoxidaseを用い、AffinitY CrOSS－
1inkingは架橋剤disuccinimidylsuberate（DSS）を用いて標識し、各々sodiumdodecylsulfate－
polyacrylamidegelelectrophore－Sis（SDS－PAGE）で解析した。インスリン結合は、15℃、
3．5時間で行い、インスリンプロレセプターの切断は各濃度のトリプシンと室温にて5分間反応
させることにより行った。
〔結　果〕
直接シークエンス法により、インスリンレセプター遺伝子のexon12を解析した所、Cleavage
site4番目のArg code（AGG）がSer（AGT）に変換されており、ホモ接合体として染色体D
NA上に存在することが明らかとなった。次に、正常（intact）、及びこの異常（mutant）を持っ
たインスリンレセプターCDNAをプラズミドに組み入れ、トランスフェクションを行った。イ
ンスリン結合の経時的変化では、72時間後に最大値を示し、intactはコントロールの40倍、
mutantは10倍の値を示した。mRNAの発現はNorthern blotにて確認し、intact、mutant
共に充分な発現を認めたが、両者の発現量に明らかな差は認めなかった。トランスフェクション
後72時間目におけるインスリン結合の競合曲線、及びそのScatchard解析よりmutantにおけ
るインスリン結合の低下は親和性の低下に起因していると考えられた。Surfacelabelingにより
mutantでは210kdaに充分な発現が認められ、これは0．025％トリプシンで処理すると135kda
のバンドへ移行した。Affinity cross－linkingにおいても同様のことが示されたが、mutantで
は210kdaのバンドのシグナルが弱く、インスリンに対する親和性の低下を示していた。発現レ
セプターの自己燐酸化能は、mutantではintactに比べて低下が見られたが、トリプシン処理に
よりintactとはぼ同様のレベルに回復した。次に、処理するトリプシン濃度を変えてインスリ
ン結合を測定した。これでは、mutantは0．025％トリプシンにより最大のインスリン結合を示
し、この時intactとほぼ同様の値であった。また、インスリン、ミニプロインスリン、プロイ
ンスリンの3種のインスリンアナログを用いたインスリン結合の競合阻害の検索では、mutant
のプロインスリンに対する親和性の低下が認められたが、トリプシン処理によりintactと同様
の親和性を回復した。
〔考　察〕
これまでに本症例については臨床上からも細胞レベルの検索上からも強いインスリン抵抗性が
示されており、患者リンノ1球、線維芽細胞の膜表面に210kdaのインスリンプロレセプターが発
現していることが示されている。しかし、細胞内に存在するprocessing enzymeの欠損の可能
性もあり、患者染色体遺伝子上にこの異常がどのような形で存在するかを検索した上で、この遺
伝子異常が患者細胞に見られた現象を再現できるかどうかを示す必要があった。今回、染色体遺
伝子上にホモ接合体で存在し、またトランスフェクションにより、ほぼ患者細胞と同様の特性を
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示すことができた。即ち、発現プロレセプターは患者細胞のものと同様の、インスリンに対する
低親和性、トリプシンに対する感受性、インスリンアナログに対する結合特性を持っていた。し
かし、発現レセプターの自己燐酸化能は、患者細胞と異なり、mutantではintactに比して低下
していた。これは、使用したcDNAはexonllを含むが、患者リンパ球ではexonllは発現され
ておらず、このための三次構造の相違によるものか、あるいは、発現させた細胞の種類の相違に
よるものと考えられた。また、インスリンに対する親和性も、発現mutantでは患者リンパ球よ
り少し高い値を示したが、これも同様のことが原因と考えられた。
〔結　論〕
患者細胞の染色体DNA上にホモ接合体の形で存在した、インスリンレセプター遺伝子上の点
突然変異、即ちcleavagesite4番目のArg（AGG）がSer（AGT）に変換されたことが、患者
の細胞レベルで生じた種々の特徴、及びインスリン抵抗性の原因となっていたことが、トランス
フェクションを用いた検討により明らかとなった。また、この発現されたインスリンプロレセプ
ターは、正常インスリンレセプターに比べて低い自己燐酸化能を持つことが示された。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、異常インスリンプロレセプターが発現したと考えられた症例について、染色体遺伝
子上にその異常の存在を確認し、逆にその異常が患者の細胞に見られたインスリン抵抗性を再現
できるかを検討したものである。
患者の染色体DNAを用いた直接シークエンス法による遺伝子塩基配列の解析では、Exon12
にホモ接合体の形でcleavagesite4番目のアミノ酸コードの異常が認められ、他の部位には異
常は認められなかった。また、この異常を含むインスリンレセプターCDNAをCOS7細胞にト
ランスフェクションにより導入し、発現したレセプターの解析を行った。発現したレセプターは、
細胞内で切断されずに膜に挿入された210kDaの異常インスリンプロレセプターであり、これは
患者細胞のものと同様に、インスリンに対する低親和性を示し、またプロインスリンのような大
きな分子量をもった蛋白に対してはさらに親和性が低下していることが示された。さらに、自己
燐酸化能は、異常プロレセプターにおいては低下していたが、これらの特性はトリプシンを用い
て切断することにより、正常インスリンレセプターと同様のレベルに回復することが示された。
以上の結果は、患者染色体遺伝子上に直接シークエンス法で確認された点突然変異が、その疾
患の原因となっていることをin vitro mut．agenesis及びtransfectionの方法を用いて証明し得
たものであり、インスリンレセプターの遺伝子異常がインスリン抵抗性の原因であることを示し
たもので、その内容は新知見であり、また新しい遺伝子工学の手技を駆使したこの結果は興味深
い。したがって、本研究は医学博士を授与するに値するものと判断された。
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